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NOTAS CIENT˝FICAS
Apomixia em Manihot esculenta e em seus híbridos
interespecíficos(1)
Evie dos Santos de Sousa(2)
Resumo  O objetivo deste trabalho foi estudar a citogenØtica e a
morfologia do saco embrionÆrio dos clones EB1 (Manihot esculenta
Crantz) e EB12 (geraçªo F
3 
de M. esculenta x M. glaziovii Muell), dos
híbridos F
1
 e F
2
 de M. neusana Nassar x M. esculenta e da espØcie
silvestre M. neusana, para verificar o fenômeno da apomixia. Os óvulos
foram analisados pelo mØtodo de clarificaçªo. Foi verificada apomixia,
do tipo apospórica, no clone EB
12
, no híbrido F
2
, e em M. neusana.
Foi demonstrada a estrutura embriônica da mandioca; foram observa-
dos dois sacos embrionÆrios no mesmo óvulo do híbrido F
2
.
Termos para indexaçªo: citogenØtica, heterozigose, apomixia apospórica.
Apomixis in Manihot esculenta and in its interespecific hybrids
Abstract  The objective of this work was to study cytogenetic and
morphology of the embryonic sac of clones EB1 (Manihot esculenta
Crantz) and EB12 (F
3
 of M. esculenta x M. glaziovii Muell), of F
1
 and
F
2
 hybrids of M. neusana Nassar x M. esculenta and of the wild spe-
cies M. neusana, to verify the phenomenon of apomixis. Ovules were
observed by the clarification method. Aposporic apomixis was ob-
served in the EB12 clone, in the F
2 
hybrid and in M. neusana. The
embryonic structure of Manihot was demonstrated and two embry-
onic sac were observed in the same ovule of F
2
.
Index terms: cytogenetic, heterozigosity, apospory apomixis.
A apomixia caracteriza-se pela presença de um embriªo que nªo foi forma-
do pela uniªo do nœcleo espermÆtico do pólen com a oosfera (Bashaw, 1980).
Segundo Asker (1979), a apomixia subdivide-se em embriogenia nucelar e
apomixia gametofítica, com base no sítio de origem e no subseqüente modelo
de desenvolvimento da cØlula que darÆ origem ao embriªo. No primeiro caso,
o embriªo forma-se diretamente da cØlula somÆtica do óvulo, ou dos
integumentos ou da parede do óvulo sem a intervençªo do saco embrionÆrio
ou da cØlula-ovo. No segundo caso, hÆ formaçªo de sacos embrionÆrios nªo
reduzidos cujas cØlulas-ovo se desenvolvem partenogeneticamente em em-
briıes.
A aposporia Ø um tipo de apomixia gametofítica na qual o saco embrionÆrio
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tem nœcleo diplóide, pois se origina geralmente de uma ou mais cØlulas nucelares
(somÆticas) que se alargam tornando-se vacuoladas (Asker, 1980). A aparŒncia
meristemÆtica destas cØlulas contrasta acentuadamente com a das cØlulas
vizinhas, as quais permanecem inativas ou senescentes.
A aposporia Ø comumente encontrada em plantas superiores, sendo o grau
de diferenciaçªo dos sacos apospóricos inerente a cada espØcie. Em algumas
espØcies, como Pennisetum ciliare, Ø comum a presença de mœltiplos sacos
por óvulo (Snyder et al., 1955). Pode ocorrer a formaçªo de um saco bem
diferenciado juntamente com sacos menos desenvolvidos, e, tambØm, em es-
pØcies caracteristicamente apospóricas, um œnico saco embrionÆrio que pode
ou nªo ser sexual. Neste caso, a localizaçªo no óvulo identificarÆ o saco
apospórico, uma vez que o saco sexual aparece centralmente na regiªo
micropilar (Asker, 1980).
A apomixia em espØcies cultivadas pode ser induzida por meio de cruza-
mentos entre indivíduos de espØcies apomíticas aparentadas, com posterior
seleçªo do carÆcter por meio de cruzamentos entre linhas com elevadas fre-
qüŒncias de sacos nªo-reduzidos (Asker, 1980). No entanto, a melhor possibi-
lidade Ø por meio de hibridizaçıes entre espØcies silvestres aparentadas
(Bashaw, 1980). Em Manihot, acredita-se que as espØcies silvestres sejam
fontes de apomixia (Nassar, 1994).
A apomixia no gŒnero Manihot foi descrita pela primeira vez por Nassar,
enquanto trabalhava com hibridizaçıes interespecíficas (Nassar, 1980). Pos-
teriormente, o Instituto Interamericano de Cooperaçªo para a Agricultura (IICA)
mencionou a ocorrŒncia do fenômeno em espØcies silvestres de mandioca em
1988. Pela observaçªo de características morfológicas uniformes na progŒnie
de cruzamentos interespecíficos e uso de genes marcadores, foram isoladas
linhas apomíticas facultativas, e proposto o uso de espØcies silvestres como
fontes de genes responsÆveis pelo fenômeno (Nassar, 1994).
O objetivo deste trabalho foi verificar a presença de apomixia, por meio de
estudos citogenØticos e morfológicos no saco embrionÆrio dos clones EB1
(Manihot esculenta Crantz) e EB12 (geraçªo F3 de M. esculenta x M. glaziovii
Muell), dos híbridos F1 e F2 de M. neusana Nassar x M. esculenta e da espØ-
cie silvestre M. neusana.
Os genótipos estudados foram provenientes da coleçªo de campo de man-
dioca, na Estaçªo Experimental Biológica da Universidade de Brasília. O híbri-
do F2 de M. neusana Nassar x M. esculenta foi obtido do retrocruzamento do
híbrido da geraçªo F1 do cruzamento entre M. neusana x M. esculenta com
M. esculenta, sendo representado por M. neusana x mandioca x mandioca.
As características morfológicas das plantas descritas por Nassar (1985) en-
contram-se na Tabela 1.
Para o exame do saco embrionÆrio, foram coletados botıes florais femini-
nos na fase da antese, fixados e conservados segundo Swaminathan et al.
(1954). Os óvulos foram retirados dos ovÆrios por meio de dissecaçªo destes
com estiletes sob lupa de aumento, e depois, desidratados numa sØrie de
etanol (70, 80, 90 e 100%), durante uma hora, em cada uma das soluçıes.
Posteriormente, foram secados com papel absorvente e colocados numa solu-
çªo de benzil benzoato quatro e meio (BB 4 ‰) para clarificaçªo dos tecidos,
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Tabela 1. Características morfológicas dos clones EB1 (Manihot esculenta) e EB12 (geraçªo F3 de M. esculenta x M. glaziovii), de M. neusana e dos híbridos de
M. neusana com M. esculenta de primeira e segunda geraçıes.
Genótipo Porte Altura Caule Bráctea Estípula Pistilo da flor Flor masculina Fruto
Clone EB1 Arbusto 1,40 m Liso marrom Rudimentar (<5 mm) Grande
(5 x 2 cm)
Cônica
(5 x 8 mm);
disco amarelo
Ovóide
(5 x 6 mm)
Globoso com asa, sem
variegação cor  uniforme
Clone EB12 Arbusto 1,60 m Liso, com
cicatrizes
moderadas marrom
Rudimentar (<5 mm) Rudimentar
(<3 cm)
Cônica
(5 x 6 mm);
disco amarelo
Cônica
(10 x 15 mm)
Globoso, sem asa, verdes
0QHXVDQD Arbusto 2-3 m Piloso roxo Semifoliáceas;
vermelhas 15 x 4 mm
Rudimentar
(<3 cm)
Cônica
 (5 x 14 mm);
disco vermelho
Cônica
(10 x 15 mm)
Ovóide, sem asa, cor verde-
branca variegada
F1 de 0QHXVDQD x mandioca Arbustivo 2,60 m Piloso roxo Setáceas (7 x 2 mm) Rudimentar
(<3 cm)
Cônica
(5 x 10 mm);
disco vermelho
Cônica
(8 x 12 mm)
Globoso, com asa, cor
verde-branca variegada
0QHXVDQD x mandioca x
mandioca
Arbusto
baixo
90 cm Piloso roxo Semi-foliáceas;
verde-avermelhadas
(11 x 4 mm)
Rudimentar
(<3 cm)
Cônica (4 x 9 mm);
disco vermelho
Cônica
(7 x 11 mm)
Globoso, com asa, cor
verde-branca variegada
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conforme Herr Junior (1971). Os óvulos clarificados foram entªo transferidos
para uma soluçªo de metil salicilato (100%) e BB 4 ‰ (1:1, v/v) conforme
Ogburia & Adachi (1995b).
A lâmina foi preparada transferindo-se os óvulos para uma gota da soluçªo
clarificante e a lamínula foi colocada delicadamente sobre os óvulos sem
esmagÆ-los. O conjunto foi visualizado em microscópio Olympus BX-50 equi-
pado com lentes oculares DIC (Normanskis differential interference contrast)
com filtros apropriados. As imagens foram capturadas pelo sistema de vídeo
Sony, modelo DXC-151AP, acoplado ao microscópio e enviadas para o com-
putador dotado de placa de vídeo Matrix Vision, capaz de decodificar o sinal
enviado pela câmera fotogrÆfica. As imagens tambØm foram fotografadas pela
câmera PM 20 acoplada ao microscópio. Foram visualizados 1.589 óvulos no
total dos cinco genótipos estudados.
Para a anÆlise da viabilidade de pólen, foram coletados botıes florais dos
genótipos estudados durante o estÆdio de mÆxima maturaçªo, porØm um pou-
co antes da antese, e depois, fixados e conservados conforme Swaminathan
et al. (1954). As anteras foram retiradas e levemente maceradas sobre uma
lâmina, e a este material macerado foi adicionada uma gota da mistura à base
de carmina, iodo e Æcido acØtico, que tinge, com a cor azulada, apenas os
grªos de pólen viÆveis. O material foi observado ao microscópio ótico Olympus
BX 40, tendo sido contado como grªo viÆvel aquele de tamanho grande ou
mØdio, geralmente igual ou acima de 1 mm de diâmetro, completamente colori-
do e de formato regular esfØrico.
Para analisar o comportamento meiótico dos cromossomos na metÆfase I,
os botıes masculinos do clone EB12 foram fixados e conservados segundo
Swaminathan et al. (1954). As anteras foram esmagadas em uma gota de
acetocarmina a 1%. Os excessos de tecido e corante foram removidos, e em
seguida foram colocadas as lamínulas. Para fazer lâminas semipermanentes,
foi adicionada uma gota da mistura 10:1 de Æcido acØtico 45% e 10% de
glicerina, conforme Dane & Tsuchiya (1979). As lâminas foram ligeiramente
aquecidas e visualizadas em microscópio Olympus BX-50. Foram visualizadas
50 cØlulas em metÆfase I da meiose, e escolhidas as 10 melhores para a conta-
gem cromossômica.
A presença de sacos embrionÆrios atrofiados foi a anormalidade mais
freqüentemente encontrada; a espØcie M. neusana mostrou a maior porcenta-
gem (4,68%) (Tabela 2). Esses resultados corroboram os encontrados por
Ogburia & Adachi (1995a) em mandioca, em 4% dos óvulos analisados.
Tabela 2. Óvulos analisados e anormalidades encontradas nos sacos embrionÆrios dos
clones EB1 (Manihot esculenta) e EB12 (geraçªo F3 de M. esculenta x M. glaziovii), de
M. neusana e dos híbridos de M. neusana com M. esculenta de primeira e segunda
geraçıes.
Genótipos Óvulos analisados Sacos atrofiados Sacos apospóricos
(No) (%) (No) (%)
0QHXVDQD 256 12 4,68 1 0,39
F1 de 0QHXVDQD x 0HVFXOHQWD 448 14 3,12 0 0,00
0QHXVDQD x mandioca x mandioca 488 15 3,07 2 0,40
Clone EB 1 257 9 3,50 0 0,00
Clone EB 12 140 1 0,71 2 1,40
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A atrofia dos sacos embrionÆrios pode ser interpretada como conseqüŒncia
da propagaçªo vegetativa da mandioca, que nªo permitiu a açªo da seleçªo
sobre a apomixia (Nassar, 1978). Um progenitor que possua esta característica
irÆ mantŒ-la durante as sucessivas geraçıes, porque mesmo sendo um carÆter
relacionado com a esterilidade, seu efeito serÆ minimizado, uma vez que a
propagaçªo Ø assexual.
A apomixia foi verificada em M. neusana; no híbrido F2 de M. neusana x
M. esculenta e no clone EB12. Caso semelhante a esse foi relatado em Cenchrus
ciliaris (Young et al., 1979) e Pennisetum squamulatum (Chapman & Busri,
1994). Foi demonstrada a estrutura embriônica da mandioca em óvulos do
clone EB1 e verificada a presença de oito nœcleos que representaram duas
sinØrgides, uma oosfera, dois nœcleos polares e trŒs antípodas no saco embri-
onÆrio. Os resultados demonstram que o tipo de apomixia da mandioca Ø
apospórica.
Pela primeira vez, em mandioca, foram observados dois sacos embrionÆri-
os, um apospórico  provavelmente originado do tecido nucelar , na regiªo
da calaza, e outro, sexual, na regiªo da micrópila, ambos na mesma fase de
amadurecimento, e distintamente separados no óvulo do híbrido F2 de
M. neusana x M. esculenta (Figura 1). A apomixia em mandioca Ø facultativa,
ou seja, a mesma planta pode produzir embriıes sexuais e apomíticos (Bashaw,
1980), e o mecanismo responsÆvel Ø gametofítico, com formaçªo de sacos
embrionÆrios apospóricos. De acordo com os resultados, a porcentagem de
apomixia no híbrido F2 de M. neusana x M. esculenta confirma a transferŒncia
desse carÆter para outra geraçªo, mesmo em baixas porcentagens. Isso indica
que M. neusana e o clone EB12 podem ser usados como fontes de genes de
apomixia.
Foram analisados, no total, 8.772 grªos de pólen dos genótipos avaliados.
Os resultados encontrados sobre a viabilidade de pólen do germoplasma es-
tudado encontram-se na Tabela 3. Do genótipo avaliado, o clone EB12 apre-
sentou a menor viabilidade de pólen (4,62%). Os híbridos F1 e F2 de
M. neusana x M esculenta tambØm apresentaram baixa viabilidade do pólen e,
conseqüentemente, baixa fertilidade masculina, uma vez que a viabilidade do
pólen representa uma medida satisfatória de fertilidade (Owuor & Vossen, 1981).
Dos 10 esporócitos examinados na metÆfase I da meiose no clone EB12, o
nœmero mØdio de bivalentes e univalentes, por cØlula, foi de 17,8 e de 1,0,
respectivamente, totalizando um nœmero cromossômico somÆtico (2n) igual a
37 cromossomos. Foi observada alta freqüŒncia de univalentes e bivalentes.
A formaçªo de bivalentes Ø freqüentemente usada para indicar o grau de
parentesco entre as espØcies hibridizadas, e reflete a probabilidade de transfe-
rŒncia de genes entre elas. A falta de pareamento entre alguns cromossomos,
resultando na formaçªo univalente, demonstra certo distanciamento entre
M. esculenta e M. glaziovii. O pareamento completo, a homologia dos
cromossomos e a formaçªo de quiasmas servem para manter os dois
cromossomos em um bivalente. Isto foi confirmado pelo estudo de híbridos
interespecíficos em diversas culturas; por exemplo, hibridaçªo de Carthamus
linchorius com C. alexandrinus (Estilai, 1977) e em Cucumis spp. (Dane &
Tsuchiya, 1979).
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O papel da aneuploidia no desenvolvimento da apomixia pode ser explica-
do pela hipótese de que o fenômeno seja controlado quantitativamente por
mais de um par de genes (Brown & Emery, 1958). A hibridizaçªo interespecífica
permite a transferŒncia destes alelos ao híbrido. Na segunda e seguintes gera-
çıes, a segregaçªo cromossômica Ø irregular no híbrido, por causa da falta de
pareamento, levando à formaçªo de gametas com n+1 ou n+2 cromossomos.
A fertilizaçªo destes gametas com gametas normais (n cromossomos) permite
a formaçªo de zigotos 2n+1, e 2n+2 cromossomos, que podem carregar os
alelos complementares necessÆrios para expressar apomixia. Nassar et al. (1997)
confirmaram o nœmero cromossômico 2n+2 no híbrido F3 de M. neusana x
M. esculenta. A planta EB12 com 2n+1 cromossomos corroborou estes resul-
tados neste trabalho.
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